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 Staphylococcus aureusبكتريا  الفوسفاتيز القاعدي من لأنزيمدراسة كيموحيوية 
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 ملخصال
 Alkalineدي ــــزل وتنقية إنزيم الفوسفاتيز القاعـــــسعت الدراسة الحالية باستخدام التقنيات الحياتية المختلفة الى ع

phosphatase   الخام )رائق الخلايا المتكسرة( من بكتيريا  لبروتينيامن المستخلصStaphylococcus aureus،  وذلك حسب
 : أدناه في الخطوات المدرجة

( 20الذي يحتوي على ) API20ط ـــــتم  تشخيص البكتيريا باستخدام شرياذ  ،التحقق من وجود الانزيم في البكتيريا :الأولى
من وجوده في هذه البكتيريا ضمن  للتأكد الإنزيمتم عزل و  ،Staphylococcus aureus تيريا المختبرة هيـلدينا ان البك وتبين ،ا  اختبار 

بدلالة وجود فعالية ً اوتبين انه من النوع الداخل خلوي ،الوسط الغذائي المناسبفي ساعة  18الطور اللوغارتمي وذلك بتنميتها لمدة 
 لمتكسرة دون وجودها في الرائق الخالي من الخلايا البكتيرية. في رائق الخلايا ا للإنزيم

ومن ثم الفرز الغشائي  ،مونيومعلى ثلاث مراحل هي: الترسيب بكبريتات الأ الإنزيمتمت عملية تنقية  الإنزيم،تنقية : ةثانيال
بعد عملية  لنوعيةفعالية االدرت ـحيث ق Sephadex G -100بعمود الفصل الكروماتوغرافي باستخدام هلام السيفادكس  إمراره وأخيرا

كما تم باستخدام تقنية الترشيح  مرة بالمقارنة مع فعاليته قبل التنقية )في المستخلص البروتيني الخام(. 16.2 بحوالي الأخيرةالتنقية 
 .دالتون( 51,000)الهلامي تعيين الوزن الجزيئي التقريبي لإنزيم الفوسفاتيز القاعدي الذي قدر بـ 

في مصل دم الفئران  الإنزيمة في فعالية ظوجود زيادة ملحو  أظهرت النتائج ،في الحيوانات المختبرية الإنزيمقياس فعالية  :لثالثةا
 )غير المحقونة(. فعاليته في مصل دم الفئران السليمةبالبكتيريا المرضية مقارنة بالمحقونة 

 

 .الوزن الجزيئي، Staphylococcus aureus بكتريا، ديـإنزيم الفوسفاتيز القاع: الكلمات الدالة
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ABSTRACT 
        The present research aimed isolating and purifying Alkaline phosphatase enzyme from crude 

protein extract (Lysate supernatant) of Staphylococcus aureus by using different biotechnologies. To 

proceed, the following steps were achieved: 
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        Firstly, The verification of the existence of enzyme in bacteria, the bacteria were diagnosed by 

using the API 20 stripe that consists of (20) items. It had been detected that the experimented bacterium 

was Staphylococcus aureus, the enzyme was isolated from this bacterium to ensure its availability in it 

within the logarithmic phase and this was done through growing it for 18 hours in a suitable growth 

medium. It had been detected that the enzyme was intracellular because of the occurrence of enzyme 

activity in the lysate supernatant without occurring it in the cell free culture supernatant. 

        Secondly, Enzyme purification, the enzyme had been purified through three stages: precipitation 

of protein by ammonium sulphate, dialysis and finally, the protein extract was passed through column 

chromatography by using Sephadex G-100 gel, the estimated enzyme activity after this step was  16.2 

in comparison with its activity before the purification processes (crude protein extract). The 

approximate molecular weight of alkaline phosphatase was estimated by using gelatinous filtration 

technique and it was  51.000 Dalton.                                             

       Thirdly, Measuring of the enzyme activity in the experimented animals, the results showed an 

increase of enzyme activity in the blood serum of mice injected with pathological bacteria in 

comparison with its activity in the blood serum of healthy mice, i.e. the intact ones.  

 

Keywords:  Alkaline phosphatase, Staphylococcus aureus, molecular weight.                                                                              
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 المقدمة

  Staphylococcus aureusبكتيريا 
في  1880في عام  ،Sir- Alaxander Ogston in Aberdeen-Scotland  لأول مرة بكتيريا المكورات العنقودية شخص

وعائلة  ،Staphylococcusضمن جنـــس  Staphylococccus aureusقع الـنوع يـ( Ogston, 1882قيح الخراجات الجراحية )
Micrococcaceae، وكروية الشكل  ،وغير مكونة للسبورات ،وغير متحركة ،هوائية اختيارية ولا ،وهي بكتيريا موجبة لصبغة كرام

وذلك نتيجة لانقسامها د بشكل عنـاقـيتظهر تحت المجهر بشكل ازواج أو سلاسـل قصيرة أو  ،مايكروميتر (0.5-1.5)يتراوح قطرها بين 
 .Coagulase  (Bhatla and Zahoor, 2007; Cassate et al., 2006 )فحص التـجلطلموجبة  ،بأكثر من مستوى

تتواجد البكتيريا بصورة طبيعية في الهواء والغبار ومياه المجاري والأطعمة والمجاري التنفسية للإنسان وعلى الشعر  
(Malik,1996 كما )( تتواجد على الجلدNoble, 1998 وفي فتحـة المنخر )nostril،  تعد بكتيرياStaphylococcus aureus  من

مختلفة وخاصة في  ً( مسببة أمراضاLowy, 1998الممرضات ذات الاهمية المتزايدة بسبب مقاومتها المستمرة للمضادات الحيوية )
 دي بهم الى بتهم بهذه البكتيريا الى ظهور اعراض حادة قد تؤ المرضى  الذين يعانون من نقص المناعة حيث تؤدي اصا

 واصابات  Abscessesالجلد الثانوية والخراجات  إصابات ً( مسببةFoster, 2005بكتيريا انتهازية ) الموت لذلك فقد عدت
صابات، الجهاز التنفسي   Endocarditisب والتـهاب شغاف القل ، Osteomylitisوالتـهاب العظم، المجاري البــولية وا 

(Bhatla and Zahoo, 2007.) 
                               Alkaline phosphataseإنزيم الفوسفاتيز القاعدي 

الجمعية الدولية  هأقرت ذيوال ،ALP (EC 3.1.3.1)، (McComb et al., 1979)ـ الرمزيشار لإنزيم الفوسفاتيز القاعدي ب
 Orthophosphate monoester-phosphohydrolases       (Trowsdale et بـ يز القاعديمى إنزيم الفوسفاتيسو  للإنزيمات

al., 1990)،  وهو من إنزيمات التحلل المائيhydrolases (Spiro,1973) ، ومن الإنزيمات المعدنيةmetalloenzyme  ،(Le 
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Du et al., 2001)،  لاحتواء مواقعه الفعالة على أربعة ايونات زنكZn
Mgمغنيسيوم  َونيواي 2+

+2  (Coleman et al., 1983)  ،
( أدت إلى دراسة دوره في عمليات: Fernely, 1971أن خصوصية الإنزيم الواسعة للمواد الأساس )الى كما أشار العديد من الباحثين 

 DNA لحامض النوويوالنهايات الفوسفاتية ل ،(Bradshaw et al., 1981) مركبات الفوسفاتية أحادية الاسترتحليل كل من ال
Sowadaki et al., 1985))،  وفي نقل الفوسفات الى مستقبلاتهاTrans phosphorylation،  لاسيما عند وجود التراكيز العالية

والتي تتم تحت ظروف  ، Ethanol amine (Trowsdale et al., 1990)و  Tris – bufferمن المستقبلات الفوسفاتية مثل 
 .(Liang and Blake, 2006) :الآتيةحســب المـعادلة بو  ،Dhaked et al., 2005))( ونقص الفوسفات pH 11.0 – 7.5قاعدية )

 

 
 
 
 
 

         
 
 
  periplasmic spaceيتموضـــــــــــع إنـــــــــــزيم الفوســـــــــــفاتيز القاعـــــــــــدي فـــــــــــي البكتيريـــــــــــا داخـــــــــــل الفســـــــــــحة المحيطـــــــــــة بالبلازمـــــــــــا و 
(Wyckoff, 1987)، وبالغشـاء البلازمـي فـي اللبـائن(Trowsdale et al., 1990)   وهـذا يفسـر دوره فـي الأخيـرة بميكانيكيـات النقـل

  (Mc  Comb et al., 1979 ).الخلوي
  phosphate limitationطــــــور النمــــــو اللوغــــــارتمي وتحــــــت ظــــــروف نقــــــص الفوســــــفات فــــــي تصــــــنيع الإنــــــزيم  أيبــــــدو        

(Wang et al., 2005 ـــا ـــتجلط ا Staphylococcus aureus( فـــي ســـايتوبلازم بكتري ـــة لفحـــص ال   Coagulase لموجب
تحديـــــد البكتيريــــــا  علــــــىوجــــــود الانـــــزيم فــــــي هـــــذه البكتيريــــــا بشـــــكل غيــــــر مباشـــــر  يســـــاعددون البكتيريـــــا الســـــالبة لهــــــذا الفحـــــص لــــــذلك 

 (. Baird-Parker, 1965المنتجة لأنزيم التجلط )
 يحتوي مابين ، glycoprotein (OMoss et al., 1966) ن بروتين سكري مإنزيم الفوسفاتيز القاعدي في اللبائن  ويتكون 

12(Fosset et al., 1974 إلى )15 ( %Cathala and Brunel, 1975كاربوهيدرات من الوزن الكلي للبروتين ) ، لكن لا توجد أية
اغلب الخلايا الإنزيم بالغشاء البلازمي في ويرتبط ( Berenson et al., 1966أدلة على مشاركة وحدات الكاربوهيدرات في التحفيز )

وعند تجديد  Inflammationالذي يتحرر من الغشاء إلى مجرى الدم في حالة الالتهابات  ،(Bortolato et al., 1999)الحيوانية 
عادة انقسام الخلايا  و في سوائل الجسم والخلايا السرطانية  ،Remodelling and cell proliferation  (et al., 2001 T Abe)وا 

–170,000يتراوح بين  ا  جزيئي ا  يمتلك الإنزيم وزنو  ،(Hofmann and Milla´n, 1993) لتتبع تطور الأمراض الخبيثةولذلك يستخدم 

الخارج  ATPدورا دفاعيا متمثلا في إزالته للفوسفات من جزيئه  يؤديكما  ،(Kim and Wyckoff, 1990( دالتون )(130,000
 Acute وله دور خلال الاستجابة الالتهابية الحادة  Pro– inflammatory (Picher et al., 2003) خلوية الـــتي تعتبر كـ

inflammatory response من خلال إزالته للفوسفات الداخليةEndogenous dephosphorylating  عندما تكون الحاجة إليها
 .(Le Du  et al., 1985كبيرة  )
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 المواد وطرائق العمل

 ، في الموصل كتيريولوجي/ مستشفى السلام التعليميتم الحصول عليها من مختبرات الب    Staphylococcus aureus:بكتيريا
 .  nalytical profile Insera , Biomeriuex France (API 20)شخصت باستخدام شريط  و 

                                                  عزل وتنقية إنزيم الفوسفاتيز القاعدي
 طور النمو اللوغارتمي للبكتيريا: تحديد -       

بعد كل ساعتين من   Nutrient brothبكتيري في وسط المرق المغذي الالق العتم تحديد هذا الطور من خلال قياس عكورة 
 ولمدة  °( م37( وبدرجة حرارة )Gallen Hamp, Englandمن نوع ) دورة/ دقيقة( 180) التحضين في حاضنة هزازة

عند  ،Spectrophotometer  (Sartorius BL 210S, Labomed, Inc sepectrosc)ام المطياف الضوئي باستخد ،ساعة ((24
 . (Harris et al., 2002)( نانوميتر 600لموجي )االطول 

 تحضير المعلق الجرثومي  -  
ليبرد إلى درجة ثم ترك الوسط  ،Autoclave( وعقم بالموصدة 3سم1000) بحجم سط المرق المغذي في دورق زجاجيو  أُعد 
في  °م (37)ساعة عند درجة حرارة  (18)لمدة حضن و ، Staphylococcus aureusبكتيريا بلقح الدورق و  °م (45 - 50)حرارة 

 . دورة/ دقيقة( 180) حاضنة هزازة
  عزل إنزيم الفوسفاتيز القاعدي -  

رسبت الخلايا البكتيرية و  ،نانوميتر (600)ول الموجي عند الط السابقةقيست عكورة العالق البكتيري المستحصل عليه من الفقرة 
 ،( Heraeus chrest Gm bH , Cryofuge 6- 4) من نوع Cooling ultracentrifugeباستخدام جهاز الطرد المركزي المبرد 

 mM  Tris - HCL buffer PHمرات باستخدام المحلول الدارئ (3)غسلت الخلايا المترسبة و  ،دقيقة 30لمدة  °م (4)بدرجة حرارة 

8.0 ) 10( )Kumar et al., 2008 .) 
( (MSE, SEP. No PG 1545نوع   Ultrasonicحطمت جدران الخلايا البكتيرية باستخدام جهاز الترددات فوق الصوتية و        

اسب الخلايا المتكسرة فصل الرائق عن ر و  .)مرات(3   ( ثانية وكررت العملية30) لمدة ،( ذبذبة/ ثانية20,000وذلك بتعريضها لـ )
 ,.Hostacka et al)                   °( م4حفظ رائق الخلايا المتكسرة عند درجة حرارة )و  ،باستخدام جهاز الطرد المركزي المبرد

1993). 
  مراحل تنقية أنزيم الفوسفاتيز القاعدي

        :ترسيب البروتين باستخدام كبريتات الامونيوم -        
 %( مع تحريك 75) م إضافة كبريتات الامونيوم بحالتها الصلبة إلى رائق الخلايا المتكسرة وبتشبع كامل الىت        

  ( دقيقة،30، ثم فصل المزيج بجهاز الطرد المركزي المبرد لمدة )°( م4المزيج بالمحرك المغناطيسي وبدرجة حرارة )
   mMTris  HCL  buffer  PH  9.8 100بعدها تم الحصول على الراسب وأذيب في المحلول الدارئ

(Kumar et al., 2008; Robyt and White, 1987) 
 

                               :                                         الفرز الغشائي -       
ثم  ،في أكياس السيلوفان المحكمة الربطقة السابلبروتيني المحضر في الفقرة اتمت عملية الفرز الغشائي من خلال وضع المحلول       
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 mM Tris HCL buffer PH 9.8 (Kumar et al., 2008.) 100 المحلول الدارئ  يضمغطست في وعاء حجمي 
  كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي: -

 تحضير الهلام:   -أ
مركبات البروتينية ذات الأوزان الذي يفصل ال ، Sephadex - G100 (Husson et al., 1989)استخدم الهلام من نوع 
 . (1999 ،( دالتون )المظفر4000 - 150000الجزيئية التي تقع ضمن المدى )

  تعبئة العمود:        -ب
( سم لفصل الإنزيم  الذي تم تعبئته بسكب الهلام بهدوء على جدران العمود مع 75×1.7استخدم عمود الفصل ذي الإبعاد )        

                غسل العمود مرتين بقدر حجمه بالماء المقطر وبذلك أصبح العمود جاهزا للاستخدامو ، لفقاعاتمراعاة عدم تكون ا
(Robyt and White, 1987.) 
  

 إضافة المواد القياسية: -     
أنزيم و لبومين البيض والبومين مصل البقر اهي و  ،معلومة الوزن الجزيئي تم تقدير حجوم الاسترداد لخمسة بروتينات قياسية         

 .الأنسولينو الببسين الجزيئي 

 النموذج:  إضافة  -ج
ز الغشائي  والمواد القياسية بشكل دائري على جدران العمود تبعه ر لبروتيني الناتج من الفامن المحلول  3سم (2.5)تم حقن 

نموذج داخل العمود ،ثم لغرض دفع الا Elution solutionالذي تم استخدامه كمحلول روغان  ،من الماء المقطر3سم (2.5)إضافة 
( نانوميتر باستخدام 280) لموجيالبروتيني من خلال قراءة الامتصاصية عند الطول ااسترداد المادة البروتينية يدويا ومتابعة محتواها 

 .  APELمن شركة  UV-Visible spectrophotometerجهاز مطياف الأشعة فوق البنفسجية 
لبروتيني اذلك تمت متابعة فعالية  أنزيم الفوسفاتيز القاعدي في كل جزء من الأجزاء المفصولة عند حقن المحلول  فضلا  عن       

ثم  ليتم بعد ذلك جمع الأجزاء البروتينية ذات الفعالية الأنزيمية. ،المجهول في عمود الفصل لغرض متابعة الإنزيم خلال عملية الفصل
أوزانها الجزيئية المعلومة لغرض استخدامها في تقدير الوزن  مسترداد البروتينات القياسية ولوغاريتتم رسم علاقة خطية بين حجوم ا

 (. Robyt and White, 1987الجزيئي التقريبي لإنزيم الفوسفاتيز القاعدي )

  يف بواسطة التبريد )التجفيد(: تقنية التجف  -د
 °( م20-حرارة )بدرجة  تقنية الترشيح الهلامي باستخدام جهاز التجفيد بعد تجميدهاالحزمة البروتينية الناتجة من  تم تركيز          

 لغرض الحصول على محلول بروتيني مركز. 
                                                                               تقدير فعالية إنزيم الفوسفاتيز القاعدي: -     

وذلك  عالية الانزيم في كل من رائق الخلايا المتكسرة والرائق الخالي من الخلايا وبعد كل خطوة من خطوات التنقيةتم تقدير ف        
 . Biomerieu xsaشركة والتي صنعتها ( Phosphatase alkaline - Kiteباستخدام العبوة الجاهزة )

 : تقدير كمية البروتين -    

 ن رائق الخلايا المتكسرة والرائق الخالي من الخلايا وبعد كل خطوة من خطوات التنقية قدرت كمية البروتين في كل م        
 التي طورها Folin - Lowry method  (Lowry et al., 1951 )لاوري  ،باستخدام طريقة فولن

بوصفه  Bovine Serum Albumin (BSA)لبقري البومين المصل ا(. استخدم Schacterle and Pollak, 1973) الباحثان
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  0.67( يساوي Extinction coefficientلتحضير المنحني القياسي للبروتين الذي له معامل امتصاص ضوئي ) ا  قياسي محلولا  
(Holme and Peck, 1988 ) ( المنحني القياسي النموذجي للبروتين.1يوضح الشكل )و 
 

 

 المنحني القياسي للبروتين :1الشكل 
 

 المختبرية  تاتيز القاعدي في الحيواناتحديد فعالية إنزيم الفوسف

 الحيوانات المختبرية المستخدمة:  -  
ناث الفئران البيض السويسرية )  ( التي Swiss albino mice Mus musculusاستخدمت في الدراسة الحالية ذكور وا 

 . البحث بهذه النماذجالتربية والطب البيطري/ جامعة الموصل  اكليتا  وزودت ( أسبوع8-10تراوحت أعمارها بين )
 تحضير المعلق البكتيري: - 

( درجة 37في وسط المرق المغذي وحضنت بدرجة حرارة ) Staphylococcus aureusبكتيريا حضر المعلق البكتيري من  
غسل و   ،( دقيقة30( لمدة )(5ooo rpmرسبت الخلايا البكتيرية باستخدام جهاز الطرد المركزي بسرعة و  ،( ساعة18مئوية لمدة )

الخلايا البكتيرية فيه  أعداد أنعلما  ،في حقن الحيوانات المستعملالراسب مرتين بمحلول الملح الفسلجي ثم علق الراسب بنفس المحلول 
10كانت )

8
  .0.5ماكفرلاند  لأنبوبةوالمساوية  3( خلية/ سم1×

 سحب عينات الدم: -
باستخدام أنبوبة  Ophthalmic venous - plexusف مقلة العين سحب الدم من زاوية العين باتجاه الضفيرة الوريدية خل

( 30)( لمدة rpm 5000في درجة حرارة الغرفة ثم اجري له طرد مركزي ) هتخثر حتى ترك الدم و  ،(Waynforth, 1980شعرية )
 .  السابقةلغرض قياس فعالية الإنزيم فيه وحسب الطريقة المشار إليها في الفقرة ، دقيقة

 

 جلنتائا  
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 :    Staphylococcus aureusتشخيص بكتيريا 
 .(2) في الشكل كما موضح، تم تشخيص البكتريا  API20الاختبارات البايوكيميائية الموجودة في شريط على   اعتمادا  

 
 
 

 
 
 

 
 

 API staphنتائج نظام تشخيص   2:الشكل  
 

 :إنزيم الفوسفاتـيز القاعـدي

 مي:تحديد طور النمو اللوغارت -أ    
  Spectrophotometerجهاز المطياف الضوئي باستعمال، Staphylococcus aureus لبكتريا تم تحديد طور النمو

( الى 6ا من الساعة )يبتقر  أوتبين ان هذا الطور يبد ،ساعة 24وذلك بعد كل ساعتين من التحضين لمدة  ،لحساب النمو البكتيري
طور النمو اللوغارتمي لاستخدامها في التجارب  بوصفها( ساعة 18البكتيريا بعمر )ت لذلك انتخب، (3) الشكلكما في ( 22الساعة )
 اللاحقة.  

 
 Staphylococcus aureusالنمو وتحديد الطور اللوغارتمي لبكتيريا   منحني   3: الشكل    

 

 القاعدي: زتحديد موقع وفعالية انزيم الفوسفاتي  -ب
 والموضحة في مواد وطرائق العمل، (الأنزيمعزل ) حسب الفقرةقاعدي بدلالة قياس فعاليته تم تحديد موقع انزيم الفوسفاتيز ال
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في الراشح الخالي من الخلايا ووجوده في رائق الخلايا المتكسرة بجهاز الترددات فوق الصوتية  للأنزيمالنتائج عدم وجود فعالية  وأظهرت
Ultrasonic تؤكد  التيو  ،( 4) الشكل ( ملغم27.4وكمية البروتين الكلي ) ،(1 دة )الجدول( وح1.32) اذ بلغت الفعالية الكلية فيه

وعليه فقد تم اعتماد رائق الخلايا  ،على ان انزيم الفوسفاتيز القاعدي هو من الانزيمات الداخلية التي تتواجد داخل الخلايا وليس خارجها
 بتنقيته. في التجارب المتعلقة للأنزيم ا  خام ا  مستخلصبوصفه المتكسرة 

 القاعدي: زالفوسفاتي أنزيمتنقية   -ج
 :الآتيةالفوسفاتيز القاعدي الذي تمت تنقيته وحسب الخطوات المتسلسلة  لأنزيماستخدم رائق الخلايا المتكسرة كمستخلص خام  

 ترسيب البروتين باستخدام كبريتات الأمونيوم: -     
 ،(1ول الجد)  ما هو مـبين في( مرة مقارنة بالمستخلص الخام وك1.8) بروتيني بمقدارالمستخلص الفعالية النوعية لل لوحظ ازدياد       

تخلص المس بالنسبة الى( حيث لوحظ انـخفاض في كمية البروتين الكلية المطورةين فيه )حسب طريقة لاوري كما قدرت كمية البروت
 .( 4) الخام كما موضح في الشكل

 الفرز الغشائي: -     
فضلا  ،(1ولدالج) كما في ،( وحدة/ ملغم0.18بلغت ) اذالفوسفاتيز القاعدي  لأنزيمتائج زيادة في الفعالية النوعية الن أظهرت

 (.4) روتيني الخام كما موضح في الشكلالمحتوى البروتيني قياسا بالمستخلص الب ا  في انخفاض إظهارهاعن 
 كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي: -    

المركبات البروتينية فيه  تتخلص البروتيني الخام بكبرتيات الامونيوم واجراء عملية الفرز الغشائي عليه فصلبعد معاملة المس
ومن  ،(Bو A) حزمتين بروتينيتين أعطىالذي   Sephadex G-100من خلال امراره بعمود الفصل الحاوي على هلام السيفادكس 

على انفراد وجد ان الفعالية تتركز في الحزمة البروتينية خلال قياس فعالية انزيم الفوسفاتير القاعدي في ج ميع الاجزاء التي جمعت كلا  
(A )هو  كما ،فعاليته في المستخلص الخامب ً( مرة مقارنة16.2) رالفعالية النوعية بمقدا دازدياكما لوحظ  ،(5)كما مبين في الشكل

فضلا عن وجود انخفاض في كمية البروتين الكلية  طة هذه التقنية.بواس للأنزيم( الذي يؤكد حصول التنقية 1الجداول )موضح في 
 (.4) ما مبين في الشكلك للأنزيمخلال مراحل التنقية 
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 Staphylococcus aureus  مراحل تنقية انزيم الفوسفاتيز القاعدي من بكتيريا :1الجدول 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 مراحل التنقية

 
الحجم 

 3سم

 
الفعالية 
 الانزيمية الكلية

 (Uوحدة)

 
الفعالية 
 النوعية**

 وحدة /ملغم

 
النسبة المئوية للزيادة 

 في الفعالية النوعية %

 
النسبة المئوية 

 للاستعادة %

 100.0 1.0 0.05 1.32 20 المستخلص الخام

محلول راسب كبريتات 
 الامونيوم

4 1.16 0.09 1.8 87.9 

 81.8 3.6 0.18 1.08 7.5 الفرز الغشائي

مي الترشيح الهلا
 Sephadexباستخدام 

G-100 

 Aالقمة 

89 0.86 0.81 16.2 65.2 

 

 / ملغم بروتين . ]( Kind and King U/dl** الفعالية النوعية : عدد وحدات الانزيم ] وحدة الانزيم مقاسة بالـ )        

Kind and King  ( ملغم فينول في 1: تمثل كمية الانزيم اللازمة لتحرير )م37( دقيقة وبدرجة حرارة )(15 )°. 

 

 

 

بتقنية الترشيح  Staphylococcus aureus : المظهر الجانبي لروغان المحلول البروتيني لبكتريا 5الشكل 
 الهلامي.

 Staphylococcus aureus الفوسفاتيز القاعدي لبكتيريا  لأنزيمكمية البروتين الكلية خلال مراحل التنقية  :4  الشكل
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 الترشيح  الهلامي: سفاتيز القاعدي باستخدام تقنية تقدير الوزن الجزيئي لانزيم الفو  - 

إنـزيم الفوسـفاتيز يـة علـى الحاو   Staphylococcus. aureus( لبكتيريـا A) تم تقدير الوزن الجزيئي التقريبـي للحزمـة البروتينيـة
ة الـوزن ـــعدد من المركبـات معلوم إمرار( باستخدام تقنية الترشيح الهلامي، حيث تم Andrews, 1965حسب طريقة الباحث )القاعدي 

م على عمود الفصل لغرض تعيين خواص العمود من حيـث الحجـدالتون ( 204-2,000,000) ينـالجزيئية ب أوزانـهاالجزيئي التي تتراوح 
 .(Voالفارغ من الحبيبات ) أو( وكذلك الحجم الخالي Viالداخلي )
لبـومين البـيض وا ألبـومين مصـل البقـر قياسـية ) حجـم الروغـان لكـل مـادة( معتمدا على 6)الشكلكما في المنحني القياسي  رسم ثم

( 51,000)للانــزيم  ه الــوزن الجزيئــي التقريبــي حــدد مــن خلالــ الــذي م وزنهــا الجزيئــي يتمقابــل لوغــار  الأنســولين(و أنــزيم الببســين الجزيئــي و 
 .3سم (92.8)  ة البروتينيةروغان الحزمم اعتمادا  على حجدالتون 
  

 
 

 
 
 

 المـناقشة

 (Sephadex G-100)   القياسي لتحديد الوزن الجزيئي بتقنية الترشيح الهلامي باستخدام هلام السيفادكس : المنحني6الشكل 

Trpsin 

Alkaline phsphatase 

Bovin serm albumin 

 Egg albumin 
Insulin 
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القاعدي من بكتريا مرضية كروية موجبة لصبغة كرام هي  قامت الدراسة الحالية على عــزل وتنقية إنزيم لفوسفاتـيز      
Staphylococcus aureus على شكل خلاياها بعد صبغها بصبغة كرام وعلى الفحوصات البايوكيميائية  هاعتمد في تشخيصُأ

 .ق التشخيصية السريعة المستخدم عالميا فضلا عن السهولة والدقة في التشخيصائلكونه من الطر  API20الموجودة في شريط 
وذلك لكون الخلايا فيه تكون ذات فعالية  ،بكتيريا خلال فترة نموهايعد طور النمو اللوغارتمي من أهم الأطوار التي تمر بها الُ

(  وذات خصائص فسيولوجية وكيميائية متميزة لذلك تكون البكتيريا في هذا الطور مناسبة لاستخدامها في  1988،ايضية عالية )الزيدي
وانتاج إنزيم الفوسفاتيز القاعدي يبدأ خلال هذا الطور ولأن تكوين  ،(Prescott et al., 2005الدراسات الفسيولوجية والبايوكيميائية )

كما ان  ،(Wang et al., 2005) الغشاء البلازمي إلى الفسحة المحيطة بالبلازما من خلالومن ثم يتم تصديره  ،في السايتوبلازم
تكوين  سحة المحيطة بالبلازما ومن ثموالتي لا تحدث إلا بعد أن يتم نقله إلى الف Foldingفعالية الإنزيم تزداد فقط بعد عملية طيه 

البكتيريا السالبة  الجزء الايضي المهم في كل من ( والتي تعدSone et al., 1997 Kumar et al., 2008 ;) الآصـــرة ثـنائية الكـبريت
 Nugent et) والموجبة لصبغة كرام وذلك لاحتوائها على معظم الإنزيمات الضرورية للحصول على مصادر الفوسفات والكربون

al.,1974)، ( ساعة6-22لذلك فقد تم تحديد هذا الطور والذي يقع تقريبا بين )،  علما أن دراسات سابقة قد حددت هذا الطور ضمن
 فيإن التفاوت النسبي الملاحظ  ،(1998، )النعمان Staphylococcus aureus و E. coli( ساعة في كـل من بكـتيريا 6-16الفترة )

ضافة وسط غذائي جديد يؤدي إلى تقصير  حدراسة قد يرجع إلى حجم اللقانتائج هذه ال ونوع الوسط الغذائي علما أن زيادة حجم اللقاح وا 
دورا مهما في تحديد فترة أطوار منحني  ؤديانمفضلا عن أن مصدر عزل البكتيريا ومدى ضراوتها  ،فترة التطبع إلى بضع ساعات

 (. Koneman et al., 1997النمو البكتيري )
  ،( ساعة تقريبا18وتحضينها لمدة )الوسط الغذائي المناسب  في البكتريا ةبعد أن تم تنميتم عزل إنزيم الفوسفاتيز القاعدي 

 ة( بدلالة عدم وجود أيCsopak et al.,1972حيث كشفت الدراسة أن إنزيم الفوسفاتيز القاعدي هو من الإنزيمات داخلية الموقع )
( لكون الغشاء الخارجي 0.05الرائق الخالي من الخلايا في حين سجلت له فعالية نوعية في رائق الخلايا المتـكسرة )فعالية للإنزيم في 

( كما تعمل Manoil  et al.,1990) للبكتيريا السالبـة لصــبغة كرام يعمل كحـاجز يمنـع خروج الإنزيم الى الوسـط المحـيط بالـبكتيريا
طبقة الدهون المفسفرة الموجودة ضمن الغشاء البلازمي في كـل من البكتيريا الموجبة والسالبة لصبغة كرام إلى منـع إفـراز الإنزيم 

لى ولكون الإنزيم يقع ضمن الفسحة المحيطة بالبلازما وهو من البروتينات التي لا يتم إفرازها أبدا  خارج الخلايا البكتيرية ا، خارجيا
لذلك فقد تم الحصول على الوحدات الكلية للإنزيم من مستخلص رائق الخلايا ، (Beacham et al., 1976لزرعي النامية فيه )االوسط 

( كما أشار (Intact cells MacAlister et al., 1972; Nugent et al., 1974المتكسرة وليس من رائق الخلايا الكاملة والسليمة 
 Pseudomonasفي الفسحة المحيطة بالبلازما لبكتيريا  ً( إلى وجود الإنزيم أيضا(1970( و1971)   ,.Cheng et alالباحث

aerogenosa . 
لبروتيني الخام من رائق الخلايا المتكسرة بجهاز الترددات فوق اتمت عملية تنقية الإنزيم بعد الحصول على المستخلص  

 الصوتية وذلك من خلال الخطوات الاتية:
تعد هذه الخطوة من المراحل الأولى للتنقية التي يتم خلالها ترسيب البروتينات  ،ترسيب البروتين بكبريتات الامونيوم :الأولى

لكونه من الأملاح  ، (Robyt and White,1987الموجودة في المستخلص الخام اعتمادا على درجة تشبعها بكبريتات الامونيوم )
واعتمادا على نوع التنافس بين  ،(1998 ،)فؤده وآخرون الإنزيمات فوعدم تأثيره  ،سرعة عاليةالتي تمتاز بقابليتها على الذوبان ب

  Aggregationكبريتات الامونيوم والبروتينات على الذوبان والاتحاد مع جزيئات الماء فتميل جزيئات البروتين إلى التجمع 
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 تتغلب على تداخلات و بروتين  -اخلات القوية ما بين بروتين مع بعضها في التراكيز العالية من الملح والذي يرجع إلى التد
 لذلك فقد تم استخدامها في الدراسة الحالية لترسيب إنزيم الفوسفاتيز القاعدي وبنسبة  ،(Zubay,1998مذيب ) -بروتين 
 تتوافق مع وهي  يةالنوع حيث أظهرت النتائج بالمقارنة مع المستخلص البروتيني الخام زيادة في الفعالية ،(75%تشبع )

  بع مخـتلفةتشسب ا كبريتات الامونيوم بنــذين استخدمو من البــاحثين الـــعليها العديد  النتائج التي حصل
(Yamashita et al., 1990  ؛ Brenna et al.,1975 ؛Morales et al., 2000.) 

طاق واسع خلال مراحل التنقية للتخلص من الأملاح المستخدمة على ن الاساليبمن  والتي تعد ،عملية الفرز الغشائي: ةثانيال
( مثل البروتينات  ذات الاوزان الجـزيئية Robyt and White, 1987والمواد ذات الأوزان الجزيئية الواطئة في المحاليل الإنزيمية )

حدوث التخفيف للمستخلص وعلى الرغم من  ،(1998، دالتـون وبعض المـواد الكاربوهيدراتية )فؤده وآخرون 14,000الأصغر من 
نتيجة هذه العملية فقد لوحظت زيادة في الفعالية النوعية بحوالي ثلاث مرات عن فعاليته في المستخلص الخام وبشكل مقارب للزيادة 

 . et al., Kumar ( 2008) التي أشار إليها الباحث
ق المستخدمة عالميا لفصل المركبات اعتمادا على ائطر هذه التقنية إحدى ال تعد ،توغرافيا الترشيح الهلامي: تقنية كروماثالثا

لذلك فقد  تم استخدام هذه التقنية في فصل المركبات  ،Elution volume (Plummer, 1978)الاختلاف في حجم روغانها 
وتقليص حجمها بطريقة ئي عليها عملية الفرز الغشا تالبروتينية التي تم الحصول عليها من الترسيب بكبريتات الامونيوم )بعد أن اجري

لكونه يفصل المركبات البروتينية ذات الأوزان الجزيئية التي تقع ضمن  Sephadex G-100باستخدام هلام السيفادكس  التجفيد
وكـما هو ( A , Bوقد تم الحصول على حزمتين بروتينيتين رئيستين ) ،(Husson et al., 1989( دالتون )4,000-150,000المدى)

وهذا يؤكـد وجود  ،( ذو فعالية إنزيمية عاليةA( وعند قياس الفعالية الإنزيمية للحزمتين تبين أن الحزمة البروتينية )5)لموضح في الشك
مرة عنه في   16.2 كما أظهرت النتائج وجود زيادة في الفعالية النوعية للإنزيم بحوالي، نوع واحد من إنزيم الفوســفاتيز القاعـدي

كما  ،(Woolkalis and Baumann,1981) والذي يؤكد حصول التنقية للانزيم باستخدام هذه التقنيـة ،الخامالمستخلص الـبروتيني 
يــدل على حصول التنقية للإنزيم وهذا يتوافق مع نتائج الكثير من البـاحثين  لكلية على طول مراحل التنقيةأن انخفاض كمية البروتين ا

 Csopak et al.,1972 ;Woolkalis and Baumann, 1981 ; Brenna et al., 1975 ;ــب )في الدراسات المتـــعلقة بــهذا الجان
Morales et al., 2000 ; Yamashita et al., 1990)،  تحديد الوزن الجزيئي التقريبي تم استخدام تقنية الترشيح الهلامي وبفضل

دالتون وهو  Staph. aureus (51,000)التقريبي في بكتيريا  وزنه الجزيئيي المنقى جزيئيا حيث وجد ان لانزيم الفوسفاتيز القاعد
( دالتون هو عبارة عن 56,000أن إنزيم الفوسفاتيز القاعدي له وزن جزيئي )  Coleman (1992) مقارب لما اشار اليه الباحث 

 .Homodimerدايمر متماثل 
مقارنة  Staph. aureusل دم الفئران المحقونة  ببكتيريا كما أظهرت النتائج زيادة في فعالية إنزيم الفوسفاتيز القاعدي في مص

فيها أشار التي   (Sramkova, 1970)مع نتائج الباحثاتفقت الفعالية الإنزيمية في مصل دم الفئران غير المحقونة )السليمة( التي ب
تؤدي إلى  ، Mycobacterium tuberculosisالى أن إصابة الحيوانات المختبرية بالبكتيريا السالبة لصبغة كرام ومنها بكتيريا 

لى تحفيز إنتاج إنزيم الفوسفاتيز القاعدي ومن ثم زيادة فعاليته في مصل دم  الاستجابة الالتهابية والمناعية ضد الإصابة البكتيرية وا 
نة ببكتيريا إن تحرر الإنزيم وزيادة فعاليته في مصل دم الفئران المحقو  ،(Holst et al., 1998الحـيوانات المـــصابة )

Staphylococcus aureus  في هذه الـدراسة قد يعود إلى امتلاك هذه الـبكتيريا لإنزيمPhosphotidyl inositol specific-

phospholipase C  الذي يعمل على تحليل الجزءPhosphotidyl inositol  إنزيم الفوسفاتيز القاعدي بالغشاء بالمرتبط 
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ما يؤدي إلى زيادة تحرر الإنزيم وبالتالي زيادة كميته في مجرى دم الحيوانات المحقونة بهذه البكتيريا البلازمي للانسجة المختلفة م
(Low and Finean, 1977 عادة التجديد والانقسام الخلوي ( والذي يزداد تحرره ايضا في حالة الالتهابات والإصابات البكتيرية وا 
((Abe et al., 2001 ،ون إنزيم الفوسفاتيز القاعدي جزءا من النظام الدفاعي للحيوانات بعد الاصابة والذي يؤكد على حقيقة ك
(Verweij et al.,2004 من ناحية اخرى لوحظ تحسن في صحة الحيوانات المختبرية بعد اسبوع من عملية حقنها بالبكتيريا والذي .)

ت الفوسفاتية المختلفة وبالتالي مشاركته في العمليات قد يعزى إلى الدور المعروف للإنزيم في إزالة عنصر الفوسفات من المركبا
والحوامض النووية وغيرها من التراكيب  ATPشكل جزيئة على تكوين مصادر الطاقة تؤول الى تلك التي  لاسيما ،الفسيولوجية المختلفة

( والى Bradshaw et al., 1981; McComb et al., 1979) التي يدخل ضمن تركيبها عنصر الفوســفات بشكل مـــباشر ومــــؤثر
 Pro-inflammatory(; Ohta andكـ  خلـوية والتي تـعد الخارج ATPالدور الدفاعي للإنزيم متمثلا في ازالته للفوسفات من جزيئات 

Sitkovsky, 2001 Picher et al., 2003 للفوســفات الداخلـية  إزالته( وفـيEndogenous dephosphorylating (Le Du et 

al., 1985لانجاز العمليات الفسيولوجية المتعلقة بنمو الكائن الحي وتطوره ة( وبالتالي تحريره للطاقة اللازم. 
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